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SUMMARY
A comparative study is presented of the micro flora of sediments in three caves with different trophic characteristics.
Quantitative
and qualitative variations of micro flora were investigated for one year by studying
the total microflora and the activity of the nitrogen cycle functional groups. Data were compared
with those of other works of previous authors.
Results show that the quantity and kind of organic matter of sediment are most important factors
regulating the abundance and activity of cavernicolous
microflora.
The experimental part of this paper is prefaced by a digest of investigations previously carried out
on cavernicolous
micro flora and by a report of topographic,
geomorphologic,
hydrologic and
trophic characteristics
of the caves examined.

INTRODUCTION
La presence d'une microflore autotroph~ et heterotrophe dans Ie milieu cavernicole fut mise en evidence pour la premiere fois en 1930 par E. Dudich. En
particulier, la decouverte de Bacteries autotrophes dans les grottes revetait une
importance considerable puisque ces Bacteries representaient les seuls organismes cavernicoles capables de produire des composes organiques en utilisant
des substrats mineraux; donc des organismes qui, du point de vue trophique,
ne dependent pas des apports organiques externes.
.
Aux travaux de Dudich (1930, 1932, 1933) suivirent ceux de Magdeburg (1933,
1935) qui attribua les patines noiriitres qui recouvrent les parois de certaines
grottes, aux metabolites de Bacteries nitrifiantes. Politi (1940) mit ensuite en
rapport les phenomenes de noircissement des concretions des grottes de «Po(I)lstituto
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stojna» (Istrie) avec la presence de microorganismes.
Successivement Lovett
(1949) en Grande-Bretagne,
Birstein et Borutzky (1950) en URSS et Liddo
(1951) dans les grottes de «Castellana» (Italie), mirent en evidence la presence
de microorganismes
dans les differents milieux cavernicoles.
A partir de 1957, avec les recherches de Caumartin (1957a, 1957b, 1959a,
1959b, 1960, 1961, 1962, 1963, I 964a, 1964b, 1964c, 1965), la microbiologie
des grottes a acquis un role important dans la speleobiologie. Caumartin a isoIe une Bacterie constamment presente dans les grottes, Ie Perabacterium spelei, Ferrobacterie autotrophe et microaerobie capable de fixer I'azote gazeux
et de mener, dans des conditions determinees, une vie heterotrophe. Par la suite, Caumartin et Renault (1958) ont mis en evidence I'intense activite des microorganismes,
et plus particuJi(:rement
des Ferrobacteries,
sur les concretions, sur les roches, dans les argiles des grottes, et ont formule une hypothese
biochimique sur I'evolution des concretions et sur la genese du mondmilch, attribuant un role fondamental a la presence du Perabacterium spelei et d'autres
Bacteries capables de desagreger Ie substrat. Du mondmilch se sont successivement occupes Mason-Williams
(1959), Pochon et coil. (1964), Caumartin
(1964c) et Bertouille (1972), ce dernier a observe une nitrification active due
aux Bacteries qui appartiennent au genre «Nitrosomonas» et au genre «Nitro-

bacten>.
Les recherches de Mason-Williams
et Benson-Evans
(1958) en GrandeBretagne, de Fischer (1959a, 1959b) et de Chodorowski (1959) en Pologne, de
Varga et Takats (1960) en Hongrie, de Martini (1962a, 1962b, 1962c, 1963) en
ltalie, ont mis en evidence, dans les grottes, la presence de microorganismes
capables d'effectuer les differentes activites fonctionnelles du cycle de I'azote,
du soufre, du carbone et du phosphore.
D'autres auteurs se sont occupes des microorganismes
des differents milieux
cavernicoles et en ont evalue les aspects quantitatifs
et qualitatifs: Molnar
(1961), Luppi-Mosca
et Campanino
(1962), Orpurt (1964), Bene et coil.
(1964), Pohl et White (1965), Mason-Williams
(1965), Perrier (1970, 1971),
Barr et Kuehne (1971).
L'importance
de la microflore des sediments dans Ie trophisme des animaux
cavernicoles a ete mise en relief par Ginet (1960)"et par Gounot (1960) qui ont
etudie Ie role du limon dans I'alimentation
du «Niphargus». Gounot (1964,
1966,1967, 1969a, I 969b) a en outre evalue I'activite productrice de la microflore des Iimons de grotte a travers I'etude des activites fonctionnelles et du
pouvoir de synthese des facteurs de croissance. Gounot (1968, 1969c, 1970a,
1970b, 1973, 1974) a etudie aussi les effets selectifs de temperature sur les microorganismes des grottes.

DESCRIPTION

DES GROTTES

Les grottes choisies pour nos recherches se trouvent dans trois differentes zones karstiques de I'ltalie Centrale (fig. I). II s'agit de la grotte de «Punta degli
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Fig. I. - Localisation des groues etudies:
a) GroUe de «Punta degli Strelti»
b) GroUe de la «Mandorla»
c) Resurgence de «Trevi»

Stretti» dans Ie Mont Argentario, de la grotte de la «Mandorla» dans les montagnes de la Sabina du Nord, de la resurgence de «Trevi» dans les Monts Ernici.
U:s trois cavites se trouvent a I'interieur d'une bande geographique comprise
entre 42°25'54" et 41°51'18" de latitude Nord. La position geographique,
comme I'altitude moyenne, determinent dans les trois grottes une condition
climatique typiquement temperee. Au contraire, du pont de vue trophique, la
grotte de la «Mandorla» est une cavite distrophique, selon la classification de
Sbordoni et coil. (1977), tandis que les deux autres sont oligotrophiques.

GROTTE

DE «PUNTA

DEGLI STRETTI»

Donnees generales
Province: Grosseto. - Commune: Porto S. Stefano. - Localite: Punta degli Streui. - Carte I.G.M.:
fO 135 III N.E. - Longitude:
1° 16'54" O. du meridien de Rome. - Latitude: 42°25'54"
N. - Altitude: 15 m au-dessus de la mer. - Developpementtotal:
1100 m - Bibliographie: Daui (1930), Ducci et Segre (1950), De Sio et Chiancone (1965).
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Caracteristiques topographiques, geomorphologiques et hydrologiques
(fig. 2).
La grotte de «Punta degli Stretti» se trouve sur Ie versant Nord du Mont Argentario, relief qui forme Ie promontoire du meme nom, uni a la Maremma
toscane par deux cordons sablonneux qui renferment la lagune d'Orbetello.
Le Monte Argentario est constitue surtout de calcaires triasiques en partie metamorphoses et mineralises (Cumin, 1928; T.C.!., 1957).
La cavite s'ouvre pres de la route qui mene a S. Stefano, a 20 m de la lagune,
avec une entree petite et riche en vegetation. A environ 25 m de cette entree naturelle, un tunnel ferroviaire, desormais inutilise, a coupe la grotte, ouvrant
ainsi une petite entree artificielle.
La grotte de «Punta degli Stretti» est une cavite «a stalactites», d'un developpement horizontal d'environ un kilometre. Tres abondantes y sont des concretions, avec de massives coulees stalactitiques et stalagmitiques et de nombreuses colonnes. Au contraire les sediments ne sont pas abondants.
La couverture rocheuse est reduite, cela influence Ie regime des suintements
qui presente sa phase maximum en automne et au printemps (la pluviosite de
la region varie de 600 a 800 mm par an). La cavite presente diverses f1aques et
deux lacs alimentes par les suintements et par des sources souterraines. L'eau
est douce, avec un pH 7, malgre la proximite de la lagune.
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Fig: 2. - Grotte de «Punta degli Stretti»: Plan. ('point des prelevements).
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Apports trophiques.
La grotte de «Punta degli Stretti» est une grotte temperee typique, avec apports exogenes reduits et faune rare. Des Chauves-souris peuplent la premiere
partie de la cavite ou se trouvent des depots de guano. La couverture rocheuse
reduite per met la penetration, a travers les eaux d'infiltration, de debris vegetaux plus ou moins decomposes. Tres etudiee la faune des eaux (Stella, 1951a,
.1951b, 1953, 1955, 1959; Baschieri-Salvadori, 1952; Stella et BaschieriSalvadori, 1953); ou ont ete trouve des Crustaces troglobies de grand interet.
De la faune terrestre ont ete etudies les Orthopteres (Lanza, 1954).
Provenance des echantillons.
Les echantillons de sediment ont ete preleves dans lasalle appelee «Sala della
Frana» (fig. 2), a environ 320 m de I'entree artificielle. La couverture rocheuse
y est limitee, comme Ie demontre la presence de quelques fines racines. Le guano y est rare puisque les Chauves-souris peuplent d'autres zones de la grotte.
Les echantillons ont ete collectes dans une anfractuosite de la salle, a I'abri des
courants d'air et du passage des Chauves-souris et d'eventuels visiteurs. Les
sediments sont partiellement recouverts d'une couche stalagmitique inactive
qui les protege de pollutions possibles et que l'on a dil enlever en partie pour
effectuer les prelevements.

GROTTE DE LA «MANDORLA»
Donnees generales.
Province: Rieti - Comune: Contigliano - Localite: Colle Palaini - Carte LG.M.: po 138 II 5.0.
Longitude: 0°17'43" E. du meridien de Rome. - Latitude: 42°22'00" N. - Altitude: 640 m audessus de la mer - Developpement
total: 52 m - Denivellation:
+ 5 m - Bibliographie: Riccardi
(1927), 5egre (1948).

Caracteristiques topographiques, geomorphologiques

et hydrologiques (fig.

3).

La cavite se trouve dans les montagnes de la Sabina du Nord qui representent
geologiquement I'extremite meridionale de I'Appennin de l'Ombrie-Marches.
Les monts de la Sabina, constitues en grande partie de calcaires cretaces et liasiques, pres entent des phenomenes karstiques isoles et modestes, limites en general au Lias, avec des grottes de petites dimensions. La pluviosite de la region
varie entre 800 et 1000 mm par an, mais augmente avec I'altitude qui, to utefois, n'atteint pas de niveaux appreciables (Segre, 1948; Maxia, 1956).
La grotte de.la «Mandorla» s'ouvre dans Ie calcaire du Cretace inferieur, a
640 m d'altitude, a 6 m au-dessus du lit d'un torrent a sec, ce qui fait penser
qu'il s'agit d'une resurgence fossile. La cavite a une couverture rocheuse tres
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reduite, surmontee d'une epaisse vegetation dont les racines (certaines de
grandes dimensions) penetrent a l'interieur de la cavite. La grotte suit une diacIase, eUe a une entree de 5,50 xl ,40 m et un developpement legerement
ascendant, sur un total de 52 m. La voGte est basse et la largeur est egalement
reduite. Les eaux courantes sont absentes. Les suintements sont abondants en
hiver et inexistants en ete. Frequentes sont les concretions inactives.
Apports

trophiques.

La «Mandorla» est une grotte cIimatiquement temperee, mais avec des caracteristiques tropicales du point de vue trophique; avec grande abondance de racines, debris vegetaux et avec du guano epars. La faune est riche et se compose
d'Isopodes, Araignees, Chilopodes, CoUemboles, Diplopodes, Orthopteres,
Coleopteres, petits Mammiferes. Dans les dix premiers metres de la grotte, on
trouve des patines d' Algues recouvrant la roche et, plus loin, de frequentes
moisissures qui se develop pent sur les debris organiques.
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Fig. 3. - Grotte de la «Mandorla»:

Plan. (point

des prelevements).
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Fig. 4. - Resurgence de «Trevi»: Plan. (point des prelevements).

Provenance des echantil/ons.
Les prelevements ont ete effectues dans Ia salle terminale (fig. 3), petite et basse, a environ 40 m de I'entree. La vofite est separee de I'exterieur par une couche rocheuse limitee de Iaquelle pendent de fines racines. Des Chauves-souris
peuplent cette petite salle. Le substrat est constitue d'une terre riche en debris
vegetaux et meme animaux.

RESURGENCE DE «TREYI»
Donnees generales.
Province: Frosinone - Commune: Trevi nel Lazio- Localite: sous les «Coste di Arcinazzo», pres
de la riviere Aniene - Carte LG.M.: P lSI 15.0. - Longitude: 004S'3S" E. du meridien de Rome
- Latitude: 41°SI'18" N. - Altitude: 600 m au-dessus de la mer - Developpement total: 119 m - Denivellation: + 13 m - Bibliographie: Boll. Ass. Spel. Rom. (sous pre~se).

Caracteristiques topographiques, geomorphologiques

4)

.

et hydrologiques (fig.

La cavite se trouve dans les Monts «Ernici», au bard des plateaux d' Arcinaz-
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Les reliefs sont formes de calcaires et de dolomies en grande partie datant
du Cretace. Le phenomene karstique y est tres intense. La pluviosite y est forte, elle varie de 1200 a 1500 mm par an et augmente avec I'altitude qui atteint
des hauteurs remarquables (Segre, 1948).
.
La resurgence de «Trevi» s'ouvre dans Ie calcaire cretace a une altitude de 600
m, aux alentours de la riviere Aniene. II s'agit d'une modeste resurgence active, avec une entree large et un developpement ascendant, surtout dans la partie finale. Le developpement total est de 119 m et la largeur maximum s'observe dans la salle du guano avec 6,5 m. Abondantes sont les concretions actives
et I'argile.
Le petit ruisseau qui traverse presque toute la grotte se jette dans I' Aniene. Sa
temperature est de 9,7°C (mai).
Durant la saison seche, il n'en reste que quelques flaques. Les suintements
sont abondants.
ZOo

Apports trophiques.
La resurgence de «Trevi» est une grotte temperee typique; les apports exogenes sont reduits et la faune rare. De nombreuses Chauves-souris peuplent la
salle du guano ou se trouve une abondante couche de guano.

Provenance des echantil/ons.
Les prelevements ont ete effectues sur ('argile qui recouvre les parois de la salle du guano (fig. 4), a plus de 100 m de I'entree. II s'agit d'un substrat tres humide et depourvu de guano.

CARACTERISTIQUES
PHYSICO-CHIMIQUES
DES SEDIMENTS EXAMINES
Dans les sediments des trois grottes on a rei eve les parametres physicochimiques suivantes: temperature, teneur en eau, pH, carbone organique, matiere organique totale, azote total, rapport C/N, carbonates, granulometrie.
Les resultats obtenus sont rapportes aux tableaux I, 2, 3.

TEMPERATURE
Les temperatures ont ete mesurees avec un thermo metre au dixieme de degre
et se referent a la superficie de contact terre/air des zones ou ont ete effectues
les prelevements.
Les valeurs obtenues, reportees au tableau I, rentrent dans les limites caracteristiques des cavites de l'ltalie Centrale, qui varient en general entre 7 et 12°C

MICROFLORE DANS LES SEDIMENTS DE TROIS GROTTES
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Exterieur
Entree
Point des prel(:vements
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XI-72

II-73

V-73

VII-73

XI-73

16
14
15

9,5
lO
15

20
16
15

26
16
16

16
14,5
16

8
9
14,5

1,5
4
12

20
13
11

23,5
17
13

14
11,5
14,5

3
7,5
9,5

1,5
3
9,5

20
15
9,5

23
19
9,5

6
lO
lO

B) «Mandorla»

Exterieur
Entree
Point des prelevements
C) «Trevi»
Exterieur
Entree
Point des prelevements
Tableau I - Temperatures en DC.

dans les grottes au-des sus de 500-600 m d'altitude et entre 12 et 18°C dans celles situees a une altitude inferieure (Segre, 1948).
Des trois grottes etudiees, celie de «Punta degli Stretti» est la plus chaude mais
c'est egalement celie qui se trouve a I'altitude la plus basse, tandis que la resur- gence de «Trevi» qui se situe a 600 m est la plus froide. Les temperatures de la
grotte de la «Mandorla» sont plut6t elevees si I'on considere son altitude (640
m).

Un indice important de la dependance climatique des grottes par rapport a
I'exterieur est represente par I'amplitude thermique. La difference entre la
temperature maximale et minimale est tres reduite a «Trevi» (0,5°C) et a
«Punta degli Stretti» (l0C), tandis qu'elle est plus importante a la «Mandorla» (3,5°C). Le fait que I'amplitude thermique de la grotte de la «Mandorla»
soit plus importante depend de sa longueur reduite, de la mince couverture rocheuse et du type de circulation d'air de la cavite. La «Mandorla» est en effet
un typique «cui de sac ascendant», c'est-a-dire qu'elle est caracterisee par une
stagnation de I'air chaud en hiver et par une condition dynamique en ete,
quand I'air froid sort de la grotte au niveau du sol.
TENEUR EN EAU
La teneur en eau des echantillons a ete evaluee en dessechant a lOO°C, pendant 24 h, une certaine quantite de sediment frais. De la difference entre Ie
poids de l'echantillon frais et celui du meme echantillon seche, on a obtenu Ie
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po ids de I'echantillon frais et celui du meme echantillon seche, on a obtenu Ie
pourcentage d'eau presente.
Comme cela etait a prevoir, les valeurs obtenues (tab. 2) etaient assez elevees
et cela a cause de I'importante humidite typique du milieu cavernicole. Les sediments de la grotte de «Punta degli Stretti» sont les moins humides des trois
et presentent des valeurs assez stables, variant entre 21,7070et 32,5%. Dans la
resurgence de «Trevi» les variations sont plus sensibles: de 33, I % a 49,6%.
C'est dans les sediments de la grotte de la «Mandorla» que les variations sont
les plus marquees: de 19,3% a 62,0%, cela s'explique en grande partie par la
finesse de la couverture rocheuse de cette grotte qui est ainsi plus sensible aux
variations de pluviosite.
Les valeurs obtenues sont semblables a celles signalees par d'autres auteurs:
Martini (l962a) a trouve des teneurs en eau allant de 26,7% a 33,0% dans Ie
terrain d'une grotte de l'Ombrie (ltalie); Luppi-Mosca et Campanino (1962),
dans les sediments de deux grottes du Piemont (ltalie), ont releve 20,85% et
27,87% d'eau; Gounot (1970b), dans Ie limon de grottes norvegiennes a trouve des valeurs d'humidite variant de 14,6% a 22,4%.
pH

Le pH des sediments des trois grottes (tab. 3) est de 7,5 - 7,6. Cette alcalinite
est normale dans Ie milieu cavernicole ou la grande quantite de Ca + + neutralise les acides des sediments.
D'autres auteurs ont eux-aussi observe des valeurs analogues: Bogli (1961) 7,7
- 8,5; Martini (I 962a), dans une grotte de l'Ombrie, 8,6 - 9,0; Luppi-Mosca et
Campanino (1962), dans deux grottes piemontaises, 8,5 - 8,9; Orpurt (1964),
dans une grotte des Bahamas, 7, I - 9,9; Gounot, dans des grottes franl;aises
(I 967), 7,2 - 8,3 et, dans des grottes norvegiennes (1970b), 8,4 - 8,5. Seuls Varga et Takats (1960), dans la grotte «Baradla» (Hongrie), ont trouve un pH acide de 5,3.
CARBONE ORGANIQUE ET MATIERE ORGANIQUE TOT ALE
Pour Ie dosage du carbone organique on a suivi la methode de Walkey-Black,
basee sur I'oxydation par Ie bichromate de potassium et titrage par une solution de sel de Mohr. La matiere organique totale ete calculee en multipliant Ie
pourcentage de carbone organique par la valeur standard de 1,726.
Ler re.sultats obtenus sont exprimes en pourcentage par rapport au poids de
sediment sec (tab. 3). Dans la grotte de «Punta degli Stretti» et dans la resurgence de «Trevi» les teneurs en matiere organique n'atteignent pas 1%. II
s'agit.de pourcentages decidement bas, meme par rapport a ceux signales par
differents auteurs dans les grottes des regions temperees (tab. 4) qui varient
d'un minimum de 0,026% a un maximum de 4,8% pour Ie carbone organique
et d'un minimum de 1,48% a un maximum de 9,6% pour la matiere organique
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totale. Les taux de la grotte de la «Mandorla» sont au contraire tres eleves:
8,72070 de carbone organique et 15,05% de matiere organique representent des
va leurs remarquables, meme pour des sols de surface ou la quantite de matiere
organique tot ale est en general comprise entre 1% et 6% (Lotti, 1956; Bardin,
1970). Ce pourcentage augmente dans les terrains organiques acides (tourbes)
ou il depasse 10% et arrive meme a 48% (Lotti, 1956; De Barjac, 1956). Dans
les sediments boueux fluviaux, marins et des estuaires, les teneurs en matiere
organique totale vont de 2% a 33%, atteignant un maximum de 90% lorsqu'il
s'agit de certains sediments lacustres (Boucart et Francis-Boeuf,
1942). Quant
au carbone organique, des taux assez semblables a ceux des sediments cavern icoles ont ete signales dans les limons des glaciers ou Moiroud (1970) a trouve
une teneur d'a peine 0,3% en carbone organique par rapport au poids sec.

AZOTE

TOTAL

Le dosage de I'azote total a ete realise par la methode de Kjeldahl, en oxydant
I'azote organique en sulfate d'ammonium
par traitement a chaud avec acide
phospho-sulfurique.
L'azote total se revele etre compose "essentiellement
d'azote organique.
Les resultats obtenus (tab. 3) sont exprimes en pourcentage par rapport au
poids de sediment sec. Le taux de 0,01 % de la grotte de «Punta degli Stretti»
et celui de 0,03% de la resurgence de «Trevi» sont des valeurs plut6t basses,
meme par rapport a celles relevees dans les sediments d'autres grottes (tab. 4)
ou I'azote organique varie de 0,007% a 0,161 %.
Le taux de 0,95% d'azote total de la grotte de la «Mandorla» est tres eleve,
meme par rapport aux sols de surface.
Dans les terrains de I'Agro Romano et des «Marcite» de la Lombardie (Italie),
Schreiber (1929, 1930) a, en effet, signale respectivement:
0,167 - 0,252 et
0,148 - 0,180% d'azote organique. Dans des terrains alcalins inorganiques, les
taux sont en moyenne compris entre 0,1% et 0,3% (Lotti, 1956; Bardin,
1970), tan dis que les terrains organique acides (tourbes) ils vont generalement
de 0,2% a 2% (De Barjac, 1956; Lotti, 1956). Enfin, dans les sediments des
estuaires et encore plus dans les sediments lacustres, on a trouve des taux
beaucoup plus eleves d'azote organique, jusqu'a plus de 3% (Boucart et
Francis-Boeuf,
1942; Stangenberg, 1949). Les sediments pauvres en azote sont
au contraire les limons des glaciers avec un taux de 0,01 % d'azote total (Moiroud, 1970).

RAPPORT

C/N

Le rapport carbone organique total/azote
total (Pochon et De Barjac, 1958)
est un indice important de I'activite microbienne du terrain et permet I'evaluation du type predominat d'apport organique. Les valeurs obtenues (tab. 3) a la
resurgence de «Trevi» et a la grotte de la «Mandorla» sont assez sembi abies a

Tableau
sec).

4 - Caracteristiques

'C total et N total.

-

1,1

-

-

-

0,237
0,058/0,083'
0,11/0,16
0,034'
0,01'
0,95'
0,03'

-

-

8,20

Postojna (Yugoslavie)
Fontana Miella (Italie)
Hautecourt (France)
Lascaux (France)
Punta degli Stretti (ltalie)
Mandorla (Italie)
Trevi (ltalie)

-

-

2,8/9,6
4,80

1,48/4,8

-

-

-

(Italie)

-

-

-

Mottera

-

-

-

0,47/0,58
0,20

chimiques

comparees

des sediments

-

0,98
15,05
0,68

-

0,57
8,72
0,39

17
3,6/4,1

RHerences

(070 du poids de sediment

Cavaille, 1960
Varga et Takats, 1960
Gounot, 1960
Gounot, 1960
Gounot, 1960
Gounot, 1960
Gounot, 1960
Juberthie et Mestrov, 1965
Luppi-Mosca et Campanino, 1962
Luppi-Mosca et Campanino, 1962
Schreiber, 1929
Martini, 1962a
Gounot, 1967
Pochon et coil., 1964
notre recherche
notre recherche
notre recherche

de grottes europeeilnes.
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9,17
13

-

6,8/10

-

-

4,7/5
4,1

-

-

-

0,05'
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0,100/0,114
0,048
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-

1,48

-

-
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Rapl'orl

-

tolale

Azote
organique

Matiere
organique

0,05/1,42
1,64'
0,026/0,66
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Saint-Gery (France)
Baradla (Hongrie)
La Balme (France)
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Moulis (France)
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celles relevees dans d'autres grottes europeennes (tab. 4). Au contraire, Ie rapport C/N de la grotte de «Punta degli Stretti», qui est de 57, se detache fortement de la moyenne et indique la penetration de substances d'origine essentiellement vegetale.
Le rapport C/N dans les sediments lacustres, fluviaux et marins varie entre 10
et 15 (Boucart et Francis-Boeuf,
1942); De Barjac (1956) a trouve, en tourbe
acide, des valeurs de C/N comprises entre 11,6 et 18,5 et Bardin (1970) des valeurs comprises entre 7,8 et 11,7 en sols alcalins d'une vallee alpine.
Pochon et De Barjac (1958) supposent que I'activite microbienne su sol, en
produisant des proteines et des substances azotees, est une cause de I'abaissement du rapport C/N. Cette observation a ete appliquee par Gounot (1960,
1967) aux limons argileux de grotte.

CARBONATES
Pour la determination
des carbonates
on a utilise la methode
gazvolumetrique,
au moyen d'un calcimetre. Dans les sediments des trois grottes
la teneur en carbonates, constitues essentiellement de CaC03, est comprise entre 3,80070 et 20,90070 du poids de sediment sec (tab. 3). II s'agit de taux eleves
pour la resurgence de «Trevi» et surtout pour la grotte de la «Mandorla», qui
s'expliquent par la geologie calcaire des grottes.
Gounot (1960) dans Ie limon des gours de differentes grottes franc;aises a trouve des taux en carbonates compris entre 3,9070 et 74070du poids de limon sec.
-B6gli (1961) a obtenu des valeurs de 12,3 - 50,1070 et Martini (1962a) de 65
-70070.

GRANULOMETRIE
Pour I'analyse granulometrique
des sediments on a suivi la methode densimetrique, en utilisant I'hydrometre de Bouyoucos. Les resultats obtenus sont reportes au tableau 3. lis indiquent des sediments moyennement sablonneux a
«Punta degli Stretti» et a la «Mandorla»,
tandis que les va leurs granulometriques de la resurgence de «Trevi» correspondent
a un sediment argileux.

TECHNIQUES
PRELEVEMENT

DE L' ANALYSE MICROBIOLOGIQUE
DES SEDIMENTS

DES ECHANTILLONS

Les prelevements ont toujours ete effectues au meme en droit dans les trois
grottes, dans des zones completement obscures, exemptes d'evenctuelles inondations et loin des entrees. De cette fac;on nous avons essaye d'eliminer, ou de
reduire, les variations climatiques de la surface et l'apport de materiaux exter-
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nes venant des entrees. Durant les prelevements, on a respecte rigoureusement
les normes usuelles d'asepsie. Les sediments, recueiIIis avec des cuiIIeres sterilisees, passees sur place a la f1amme, ont ete verses dans des recipients de verre
sterilises et fermes par des bouchons de coton.
Pour obtenir des echantiIIons homogenes, on a effectue les prelevements dans
des points differents mais sur une surface Iimitee de la zone choisie. En eliminant la couche superficielle de 0,5 - 1 cm, on a effectue les prelevements
jusqu'a une profondeur d'environ 10 cm. Les echantiIIons preleves ont ete
conserves, durant leur transport en laboratoire, dans un recipient thermique
portatif, a basse temperature.
Nous avons effectue cinq prelevemnets de sediments a des dates differentes,
afin d'observer les eventuelles variations liees au cycle des siaisons. Les dates
des prelevements sont les suivantes: novembre 1972, fevrier, mai, juiIIet et novembre 1973.
EVALUATION DE LA MICROFLORE TOTALE
Pour I'etude de la microflore totale nous avons utilise les techniques decrites
par Pochon et Tardieux (1962), basees sur la numeration indirecte sur milieux
solides.
Les suspensions-dilutions, obtenues a partir des echantiIIons de sediment, ont
ete ensemencees sur agar Mycobios', en boltes de Petri, a raison de 0,1 ml par
bolte. Pour chaque echantiIIon on a prepare en moyenne vingt boltes. Sur la
base d'un essai preliminaire que nous avions effectue precedemment, les dilutions choisies pour I'ensemencement ont ete de 10-3 pour la grotte de «Punta
degli Stretti» et pour la resurgence de «Trevi», et de 10-4 pour la grotte de la
«Mandorla», et cela afin d'obtenir un nombre optimal de colonies par chaque
boite.
Les boites ensemencees ont ete incubees en thermostat a 28°C pendant 7
jours. A la fin de I'incubation on a effectue Ie comptage en faisant une distinction entre les colonies de Bacteries et d' Actinomycetes et celles de Champ ignons. Les resultats obtenus ont ete exprimes en nombre de microorganismes
par gramme de sediment sec.
EVALUATION DES ACTIVITES FONCTIONNELLES
DU CYCLE DE L' AZOTE
Les activites fonctionelles du cycle de I'azote que nous avont etudiees sont les
suivantes: fixation d'azote aerobie et anaerobie, proteolyse, ammonification,
nitrification (bacteries nitreuses et nitriques), denitrification. Les techniques
employees pour les analyses sont celles de Pochon et Tradieux (1962): les
suspensions-dilutions des echantiIIons preleves ont ete ensemencees en milieux
• Biolife (Milan)

A. PASQUALlNl,

88

B. FUMANTI

ET L. VlSONA

liquides electifs et incubees ensuite en thermostat a 28°C. On a effectue des
lectures periodiques, en evaluant les tubes positifs au moyen de reactifs chimiques ou par observation directe, selon I'activite fonctionnelle. Sur la base des
lectures periodiques faites pendant I'incubation on a etabli les courbes d'activite biologique, qui expriment I'accroissement
des populations microbiennes
en fonction du temps et de la dilution.
Enfin, utilisant les tables de McCrady (1918), on a estime Ie nombre probable
de microorganismes
appartenant
aux differentes groupements
fonctionnels
presents dans les sediments des trois grottes.
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A) «Punta

Champi~nons

Bacleries el
Aclinomyceles

Micronore
lolale

degli Stretti»
Xl
II
V
VII
Xl

/72
/ 73
/ 73
/ 73
/73

60
13
5
4
4

400
124
70
6519
664

460
137
75
6523
668

Xl
II
V
VII
Xl

/ 72
/73
/ 73
/73
/73

1546
630
1882
704
249

16511
35631
62953
65489
27138

18057
36261
64835
66193
27387

Xl
II
V
VII
Xl

/72
/ 73
/ 73
/ 73
/73

6
1
9
21
5

122
1032
54
479
77

128
1033
63
500
82

B) «Mandorla»

C) «Trevi»

Tableau 5 - Nombre
au poids sec.

de colonies (n

x 103) par gramme de sediment rap porte
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RESULTATS
STRUCTURE

DES MICROBIOCENOSES

DES SEDIMENTS

Les peuplements microbiens des sediments (tab. 5; fig. 5, 6, 7) sont caracterises par une abondance notable de microorganismes
dans la grotte de la «Mandoria», ou la moyenne des prelevements est d'environ 42 millions de colonies
par gramme de sediment sec', et par un rare peuplement microbien dans la resurgence de «Trevi» (valeur moyenne 360.000 microorganismes)
et dans la
grotte de «Punta degli Stretti» (valeur moyenne 1,6 millions de microorganismes). On doit cependant noter que dans cette derniere grotte la microflore
etait particulierement
abondante en juillet, passant des 75.000 colonies en mai
a 6,5 millions. Puisque ce nombre a ete confirme par un prelevement de contr61e effectue 8 jours plus tard, on en deduit que cela peut s'attribuer a une
augmentation
exceptionnelle de la matiere organique du sediment, n'ayant
cons tate aucunne variation significative de la temperature ni de la teneur en
eau.
La comparaison
des resultats avec les chiffres reportes par d'autres auteurs
(tab. 6) permet de remarquer que la grotte de «Punta degli Stretti» et la resurgence de «Trevi» ont un peuplement microbien correspondant a celui des grottes les plus pauvres, tandis que dans la grotte de la «Mandorla» la microflore
correspond ace qu'on observe seulement dans les grottes de Lascaux (Pochon
et coli., 1964) et d'Hautecourt
(Gounot, 1967).
Nos resultats confirment substantiellement
la pouvrete de la microflore des sediments de grotte par rapport a celle des sols de surface. A ce sujet il est interessant de comparer Ie nombre de microorganismes
des sediments de certaines
grottes avec celui des sols qui les recouvrent. Gounot (1967) a trouve 30 millions de microorganismes
dans Ie limon de la grotte de «Hautecourt»
et 250
millions dans Ie sol au-des sus de la cavite. Toujours Gounot (1968) a compte
18 millions de microorganismes
dans Ie sol au-dessus de la grotte de «Lapphullet» et 2 millions dans Ie sediment de la grotte.
En surface les sediments pauvres en microflore sont ceux des glaciers, ou I'on
a trouve de quelques dizaines de milliers a 4 millions de microorganismes
(Moiroud, 1970; Gounot, 1970b). Les sols sablonneux de dune a vegetation
rare et plus encore les sols marecageux sont plus riches: Naviglio et Visona
(1973) y ont observe respectivement de 1 a 8 millions et de 8 a 145 milions de
microorganismes.
Dans les tourbes acides De Barjac (1956) a trouve de 12 a 74
millions de germes. Dans des sols de foret de chene vert Billes et coil. (1971) on
compte de 441 a 950 millions de microorganismes.
Dans la composition de la microflore (tab. 5; fig. 5, 6, 7) on voit une dominante presque absolue des Bacteries et des Actinomycetes
par rapport aux
Champignons qui, dans trois prelevement sur les 15 effectues en tout, represen tent un pourcentage compris entre Ie 10 et Ie 15070, tan dis que dans 9 prele-

• Les chiffres successifs sont toujours exprimes en nombre de colonies par gramme de sediment
sec.
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Tableau

totale comparee

humide.

1970a

1969b

1969b

1969c

1969c

1968

1968

1974

notre recherche

notre recherche

notre recherche

Gounot,

Barr et Kuehne,

Gounot,

Gounot,

Gounot,

Gounot,

Gounot,

Gounot,

Gounot,

1967

1971

des sediments de grottes (millions de colonies par gramme de sediment sec).

de colonies par gramme de sediment

6 - Microflore

* Nombre

Trevi (ltalie)

28

28

0,063/1,03

28

0,075/6,5
18,06/66,19

(ltalie)

Ice Hall (Canada)

Punta degli Stretti (I talie)

20

20
28

Mandorla

0,006/36,5

5
2,5/3,9
0,46/4,1

13

20
28

(U.S.A.)

(France)

(Yougoslavie)*

5

20
28

20
28

1,8
0,3
1,8/3,1
0,06/0,3

20
28

6
3,5

20
28

2,5
1,5

Mammouth

Beaumettes

Vjetrenica

Pcyort (France)

Scarisoara

Corneilles

Larshullet

Lapphullet

2
0,6

1967

Gounot,

Gounot,

28

28

(France)

(France)

4

2

Ferrieres

Deramats

1967

et CoIl., 1964

Pochon
Gounot,

28

11/45

(France)

15/150

1960

Lascaux (France)

Varga et Takats,

I~ef('rellces

Hautecourt

10,9

Temperature
d'illl"uhatioll

Bene et ColI., 1964

(France)

Microflore
tnlale

0,0035

(Hongrie)*
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Fig. 5. - Grolle de «Punta degli Strelli». Nombre et pourcentage des microorganismes dans les
prelevements.
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Fig. 6. - Grolle de la «Mandorla». Nombre et pourcentage des microorganismes dans les preIevements.
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Nombre

7J

Champlgnons

et pourcentuage

I

Vll-7:J;

~

MICloliOle

des microorganismes

lolal.

dans les preleve-

vements Ie nombre des colonies de Champignons n'atteint pas Ie 5% de la microflore totale. En particulier les Champignons representent en moyenne 1%
de la microflore totale dans la grotte de «Punta degli Stretti» et Ie 2,3070 dans
la resurgence de «Trevi» et dans la grotte de la «Mandorla».
Divers auteurs se sont interesses aux Champignons
cavernicoles:
Liddo
(1951), Barbacovi (1954), Sevazzi (1954), Caumartin (1957b, 1959a, 1961),
Bernasconi (1961), Francalancia (1961), Graniti (1962), Luppi-Mosca et Campanino (1962), Martini (1962a, 1963), Orpurt (1964), Anelli et Graniti (1967),
Dobat (1970), Gounot (1970b), Barr et Kuehne (1971). Des evaluation quantitatives effectuees par Gounot (1967) dans la grotte de «Hautecourt»
ont donne des valeurs de quelques dizaines de milliers de colonies fongiques, correspondant a moins de 1070de la microflore totale.
Dans les sols de surface Ie rapport entre Ie nombre de Champignons et Ie nombre de Bacteries + Actinomycetes varie avec Ie type de sol, mais en generalles
Bacteries constituent la fraction la plus importante de la microflore totale.
Naviglio et Visona (1973), dans des dunes sablonneuses, dans des sol marecageux et des sols alcalins de foret ont trouve respectivement les pourcentages
suivants de Champignons par rapport a la microflore totale: de 0,75 a 18070,
de 0,6 a 4,7070 et de 0,8 a 16070.
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Dans des sols de Foret du Texas, avec un pH compris entre 4,7 et 7,6, BetznerMarrow (1931) a trouve de 4 a 47070de Champignons par rapport a la microflore totale.

ACTIVITE

FONCTIONNELLE

DU CYCLE DE L' AZOTE

Fixation d'azote (tab. 7 et 8; fig. 8 et 9).
Le pouvoir de fixation de I'azote moleculaire est faible et est dO, pour la resurgence de «Trevi» et pour la grotte de «Punta degli Stretti», exclusivement a
I'activite des fixateurs anaerobies; dans la grotte de la «Mandorla»
les microorganismes
aerobies, meme s'il sont toujours presents, representent environ 1/10 des anaerobies qui dans cette grotte sont plus nombreux que dans les
deux autres.

.'ixateurs
aerobics

Grollcs

A) «Punta

d'azote
anaerobies

Nilrifiants
"itrellx

nitriques

degli Stretti»
Xl
II
V
VII
Xl

/
/
/
/
/

72
73
73
73
73

0
0
0
32
0

6
6072
59
319
35

370
337
328
319
332

67
33700
328
319
35

87
250
115
35
11

870
1184
2436
352
3098

4
118000
64000
3500
3100

4800
6,58 x 106
115400
6300
310

0
0
0
0
0

49
50
32
0
6

489
496
71
488
373

489
4960
396
879
374

B) «Mandorla»
Xl
II
V
VII
Xl

/72
/ 73
/ 73
/73
/73

XI
II
V
VII
Xl

/
/
/
/
/

C) «Trevi»
72
73
73
73
73

Tableau 7 - Nombre probable de fixateurs d'azote et de nitrifiants
de sediment rapporte au poids sec.

par gramme
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0
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0
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0

-
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0,IS6x
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496
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0
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-
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10000

I>ellilrifiallls

de microorganismes

374
4960

8,7 x 106 35 X 106
4
310
31 x 106 640 X 106 0, liS X 106 6,58 X 106
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-
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Tableau 8 - Activites fonctionnelles du cycle de ['azote de grottes europeennes:
par gramme de sediment rapporte au poids sec,

* Nombre de colonies par gramme de sediment humide
** Dilution limite d'activite
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Fig. 8. - Fixation aerobie de I'azote. GroUe de la «Mandorla».

Les chiffres obtenus confirment la pauvrete de la microflore fixatrice d'azote
non symbiotique
des sediments des grottes (tab. 8), comme 1'ont signale
Mason-Williams
et Benson-Evans
(1958),Varga et Takats (1960), Martini
(1962a), Bene et coil. (1964), Pochon et coli. (1964), Gounot (1967, 1970b).
Nos resultats ne different pas tellement de ceux obtenus pour les sols de surface par] ensen (1950) et par Carini (1963), qui indiquent la pauvrete genera Ie
des fixateurs d'azote (Clark, 1967).

Proteolyse (tab. 8; fig. 10). La microflore

proteolytique est numeriquement
plus abondante dans la grotte de la «Mandorla» (des millions de microorganismes) et moins nombreuse a la resurgence de «Trevi» et a la grotte de «Punta
degli Stretti» (de milliers a dizaines de milliers de microorganismes),
exception
faite, dans cette derniere cavite, pour Ie prelevement de juillet 1973. Aux differences quantitatives correspond aussi une difference de vitesse de proteolyse.
Ce qu'on a observe pour la grotte de la «Mandorla» trouve correspondance
dans les chiffres obtenus pour les sols de surface par Carini (1963), tandis que
les resultats des deux autres grottes concordent avec les donnees bibliographiques regardant les sediments de grotte (Bene et coil., 1964; Gounot, 1967,
1970b) ou I'activite proteolytique est inferieure a ce qui est observable en surface.
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Ammonification

(tab. 8; fig. II). La microflore ammonifiante est plus nombreuse et plus active que celie des aut res groupements fonctionnels. Les differences entre les grottes confirment ce qui a ete observe precedemment, c'est-adire une microflore plus abondante dans la grotte de la «Mandoria» ou les microorganismes ammonifiants
varient de 35 a 640 millions, se differenciant de
celie de la resurgence de «Trevi» seulement pour les va leurs minimum (4 millions). Dans la grotte de «Punta degli Stretti» les ammonifiants
sont abondants seulement dans Ie prelevement de juillet (3,2 millions). La comparaison
entre prelevements revele une plus grande variabilite de I'acivite ammonifiante
dans la grotte de «Punta degli Stretti» et dans la resurgence de «Trevi» que
dans celie de la «Mandoria».
Les chiffres obtenus paraissent plut6t eleves par rapport a ceux sign ales par
d'autres auteurs pour les sediments de grotte (tab. 8), tandis qu'ils correspondent, pour la plupart des prelevements, a ceux des sols de surface (Billes et
coil., 1971; Naviglio et Visona, 1973).

Nitrification. (tab. 7 et 8). Les microorganismes

nitreux et nitriques, presents
dans tous les echantillons preleves dans les trois cavites, sont numeriquement
constants dans la grotte de «Punta degli Stretti» et dans la resurgence de «Trevi», avec des valeurs en general correspondantes
a celles citees par d'autres auteurs, tandis qu'a la grotte de la «Mandoria»,
ou ils sont en moyenne plus
nombreux, ils presentent une variabilite tres marquee.
Des microorganismes
nitreux et nitriques ont ete trouves dans I'eau, dans Ie
mondmilch et dans les sediments de grotte par Mason-Williams
et BensonEvans (1958), Fischer (I 959b), Varga et Takats (1960), Pochon et coil. (1964),
Gounot (1967, 1970b) et Bertouille (1972). Martini (l962a) et Bene et coli.
(1964) n'ont pas releve, au contraire, une activite nitrifiante dans les sediments
des grottes qu'ils ont etudiees. Meme dans les sols de surface la microflore-nitrifiante represente une fraction tres basse de la microflore totale (Bardin
1970; Billes et coil., 1971).

Denitrification (tab. 8; fig. 12). La microflore denitrifiante,

tres pauvre numeriquement, manifeste aussi une activite specifique reduite, surtout a la grotte
de «Punta degli Stretti» ou les microorganismes
denitrifiants sont presents
seulement dans deux prelevements Guillet et novembre 1973).
La presence des denitrifiants dans Ie milieu cavernicole a ete observee par Fischer (I 959a) dans les eaux et par Varga et Takats (1960), Martini (I 962a), Bene et coIl. (1964), Gounot (1967, 1970b) dans les sediments ou ils sont beacoup
moins nombreux et actifs que dans les sols de surface (Moiroud, 1970; Billes et
coIl., 1971; Naviglio et Visona, 1973).
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COMMENT AIRE

Les resultats obtenus confirment la presence d'une microflore active dans Ie
milieu cavernicole et indiquent que la teneur en matiere organique du sediment est Ie principal facteur qui en regIe I'abondance, meme si un role complementaire doit etre attribue aux facteurs physiques (temperature, teneur en
eau, pH, granulometrie).
La grotte de la «Mandorla» dont la morphologie per met une penetration facile des debris organiques de I'exterieur, presente une microflore totale des sediments de I'ordre de dizaines de millions de microorganismes. Dans la grotte de
«Punta degli Stretti» et dans 18 resurgence de «Trevi», caracterisees au contraire par un meilleur isolement de I'exterieur, les valeurs obtenues sont de
I'ordre de dizaines et de centaines de milliers de microorganismes.
La composition de la microflore revele un pourcentage de Champignons tres
bas, probablement en relation a I'alcalinite des sediments (pH = 7,5-7,6) et indique donc combien Ie role des micromycetes est limite dans ce milieu.
Pour ce qui regarde Ie cycle de I'azote, I'analyse des resultats montre une correspondance significative entre la nature de la matiere organique, exprimee
par Ie rapport C/N, et I'activite des groupements fonctionnels. Dans les sediments de la resurgence de «Trevi» et surtout de la grotte de la «Mandorla»,
I'activite intense du cycle de I'azote s'accorde tres bien avec Ie bas rapport
C/N. Au contraire, dans la grotte de «Punta degli Stretti» ou Ie rapport C/N
est tres eleve, les microorganismes des groupements fonctionnels du cycle de
I'azote sont moins nombreux et moins actifs.
La presence d'un cycle de I'azote substantiellement complet dans la grotte de
«Punta degli Stretti» et dans la resurgence de «Trevi», confirme les observations de Gounot (1967, 1973) selon qui des quantites meme petites de matiere
organique peuvent etre utili sees avec profit par une microflore heterotrophe
evidemment peu exigeante et capable d'effectuer simultanement plusieurs
fonctions.
Le cycle saisonnier ne semble pas influencer de fa!;on significative la quantite
et la composition de la microflore des sediments des trois grottes. L'isolement
du milieu cavernicole entraine en effet, com me on Ie sait, une remarquable
stabilite des conditions climatiques des grottes; il s'ensuit que les variations
des parametres physico-chimiques liees au cycle saisonnier sont tres affaiblies.
La presence de Bacteries nitrifiantes autotrophes dans les sediments des grottes etudiees, confirme, comme Gounot I'a deja observe (1967), la possibilite
d'une productivite primaire meme dans Ie milieu cavernicole, ou une contribution partielle a cette productivite est donnee aussi par I'activite des Bacteries
fixatrices d'azote, heterotrophes seulement pour Ie carbone.
Bien que Ie nombre reduit des Bacteries nitrifiantes et fixatrices d'azote semble indiquer une productivite primaire quantitativement negligeable de ces microorganismes, nous estimons que I'argument merite des recherches successiyes pour mieux evaluer la contribution effective des Bacteries chimioautotrophes a la biologie des sediments dans les grottes ..

102

A. PASQUALINI,

B. FUMANTI

ET L. VISONA

RESUME
Etude comparative
de la microflore des sediments de trois grottes italiennes differentes Quant a
leurs caracteristiques
trophiques. Le variations quantitatives et qualitatives de la microflore on ete
evaluees sur une annee, a travers I'etude de la microflore totale et de I'activite des groupements
fonctionnels
du cycle de l'azote. Les donnees obtenues ont ete comparees avec celles des auteurs
precedents.
Les resultats indiquent dans la quantite et dans la nature de la matiere organique du sediment Ie
principal facteur qui regie I'abondance
et I'activite de la microflore cavernicole.
La partie experimentale
de cette etude est precedee par un resume des recherches effectuees jusque'ici sur la microflore cavernicole et par une description des caracteristiques
topographiques,
geomorphologiques,
hydrologiques
et trophiques des grottes etudiees.
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